多发性骨髓瘤（multiple myeloma, MM）细胞中常见的异常调节或基因突变（如RAS、PTEN、FGF、c-Myc和CCKN等）信号均需通过哺乳动物雷帕霉素（mTOR）信号通路[@b1]--[@b2]。有研究表明白血病细胞慢性暴露于雷帕霉素中可抑制mTOR复合物2（mTORC2）信号通路，从而产生抗白血病效应[@b3]。而热休克蛋白90(HSP90）在人MM中高表达，可促进细胞恶性转化和存活，导致瘤细胞最终对热、化疗及其他应激耐受[@b4]。作为最常用的HSP90抑制剂17-烯丙胺-17-脱甲氧格尔德霉素（17-AAG）因其高效低毒的特性，而被广泛应用于临床研究[@b5]。MM细胞中PI3K/mTOR/AKT（丝氨酸/苏氨酸激酶）信号途径是被异常激活的，mTORC2和HSP90能调节AKT和PKC（蛋白激酶C）蛋白的稳定性[@b6]。因此，探讨共同抑制mTORC2和HSP90活性对下游蛋白AKT和PKC的影响可能为MM的临床治疗提供一个新的思路。

材料和方法 {#s1}
==========

1．药物和试剂：雷帕霉素和17-AAG购自美国Gene Operation公司；Annexin Ⅴ-FITC & PI凋亡检测试剂盒、AKT抗体、β-actin抗体、p-S6（S235/236）抗体及p-AKT（ser473）抗体购于美国Cell Signal公司；p-AKT(thr450）抗体购于美国Abcam公司。

2．细胞株及细胞培养：MM细胞株KM3、U266细胞分别由第二军医大学长征医院侯健教授及中南大学湘雅二医院申建凯教授馈赠。两种细胞株均在37°C、5% CO~2~培养箱中正常培养，培养基为RPMI 1640完全培养基（美国Hyclon公司产品）+10% FBS（杭州四季青公司产品）+100 U/ml青霉素+100 µg/ml链霉素构成。培养基根据细胞生长状况每天或隔天更换。取对数生长期细胞进行后续实验。

3．细胞增殖抑制实验：将细胞接种于96孔板。接种密度为1×10^5^/ml，每孔接种150 µl。实验分为空白对照、雷帕霉素（20 nmol/L）、17-AAG（600 nmol/L）和两药联用组；分别作用于KM3、U266细胞不同时间（0、8、24、48 h）。采用MTT法检测细胞增殖抑制率，用酶标仪检测波长490和630 nm处的吸光度（*A*）值。每组实验设6个复孔，实验重复3次。按下列公式计算细胞增殖抑制率。$$细胞增殖抑制率（\% ） = （\text{1}－A_{实验组}/A_{对照组}） \times \text{1}00\%$$

4．流式细胞术检测细胞周期分布及凋亡：实验分组同上。分别收集雷帕霉素、17-AAG作用不同时间的KM3、U266细胞（细胞密度为1×10^6^/ml）。采用PI单染法检测细胞周期分布，采用AnnexinⅤ/PI双染色法检测细胞凋亡。分别按试剂盒说明书进行操作，处理后的细胞上流式细胞仪（美国BD公司产品）进行相关检测，数据采用FLOWJO software（Version 6.0）软件进行分析。每组实验设3个复孔，实验重复3次。

5．Western blot法检测目标蛋白：实验分组同上。收集不同实验组细胞，将蛋白提取并定量后，每孔取蛋白样品50 µg进行SDS-PAGE，转膜后经脱脂奶粉溶液室温封闭1 h后，分别加入一抗\[AKT、p-S6（S235/236）、p-AKT（ser473）及p-AKT(thr450）\]（1∶1 000）和β-actin（1∶4 000）孵育，清洗后加入二抗（1∶3 000）孵育，经ECL显色和曝光显影后进行底片扫描。采用IPP6.0软件进行条带相对定量灰度分析。以目标蛋白表达量与内参蛋白表达量的比值表示目标蛋白的相对表达水平。每组实验设3个复孔，实验重复3次。

6．统计学处理：采用SPSS 19.0软件进行统计学分析，所有计量资料均以*x*±*s*表示，四组间比较采用单一因素的方差分析。以*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．雷帕霉素和17-AAG对MM细胞增殖抑制的影响：各药物浓度采用浓度梯度MTT法所确定：雷帕霉素最佳浓度为20 nmol/L，17-AAG最佳浓度为600 nmol/L（图表未在此展示）。结果显示雷帕霉素、17-AAG分别及两药联用后均可抑制U266、KM3细胞增殖，尤以两药联用后抑制作用最为明显（*P*值均\<0.05），并随着时间延长，抑制作用逐渐增强，药物作用48 h时抑制最明显。两种细胞株均呈现相似结果（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![雷帕霉素（20 nmol/L）与17-AAG(600 nmol/L）对KM3（A）和U266细胞（B）增殖的影响（每组实验设6个复孔，实验重复3次）](cjh-36-09-780-g001){#figure1}

2．雷帕霉素及17-AAG对MM细胞细胞周期分布及凋亡的影响：KM3和U266细胞分别用雷帕霉素（20 nmmol/L）、17-AAG（600 nmmol/L）处理24、48 h后，细胞周期阻滞在G~1~期，作用在48 h时最为明显，故作用24 h的结果未在[表1](#t01){ref-type="table"}中展示。结果显示，与空白对照组比较，雷帕霉素、17-AAG分别及两药联用均可将U266、KM3细胞周期阻滞在G~1~期（*P*值均\<0.01）（[表1](#t01){ref-type="table"}）；各实验组KM3和U266细胞的凋亡率增加，差异均有统计学意义，两药联用组促凋亡作用更为明显（*P*值均\<0.01）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 雷帕霉素及17-AAG处理48 h对KM3和U266细胞周期分布及凋亡的影响（%，*x*±*s*）

  组别             KM3细胞        U266细胞                                                                                    
  ------------ --------------- --------------- -------------- --------------- --------------- --------------- --------------- ---------------
  空白对照组     21.13±0.32      67.43±0.34      11.44±0.18     12.21±0.89      32.54±0.29      57.43±0.33      10.03±0.14       8.72±0.15
  雷帕霉素组    73.02±0.26^a^   24.76±0.26^a^   2.22±0.08^a^   18.88±1.83^a^   84.16±0.46^a^   13.64±0.31^a^   2.20±0.07^a^    16.45±0.65^a^
  17-AAG组      63.30±0.38^a^   30.19±0.27^a^   6.31±0.16^a^   21.04±0.60^a^   75.28±0.37^a^   4.62±0.33^a^    20.10±0.44^a^   17.14±0.59^a^
  两药联用组    60.56±0.41^a^   29.32±0.21^a^    10.12±0.18    60.07±2.13^a^   78.72±0.51^a^   19.26±0.28^a^   2.02±0.09^a^    54.25±1.76^a^

注：雷帕霉素浓度为20 nmol/L；17-AAG浓度为600 nmol/L；与空白对照组比较，^a^*P*\<0.01；每组实验设3个复孔，实验重复3次

3．雷帕霉素对MM细胞mTORC2信号通路的影响：结果显示雷帕霉素作用48 h后，mTORC2信号通路特异性下游蛋白p-AKT（ser473）和p-AKT(thr450）的表达均受到抑制，而mTORC1特异性下游蛋白p-S6（S235/236）的表达亦受抑制（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![雷帕霉素对KM细胞（A）和U266细胞（B) mTORC2信号通路的影响](cjh-36-09-780-g002){#figure2}

4．雷帕霉素与17-AAG联用对MM细胞总AKT的影响：雷帕霉素与17-AAG两药联用作用KM3和U266细胞48 h后，结果显示对AKT蛋白表达的下调作用较雷帕霉素和17-AAG单药组明显（*P*\<0.01）（[表2](#t02){ref-type="table"}、[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![雷帕霉素（20 nmol/L）与17-AAG（600 nmol/L）单独或联合作用对KM3(A）及U266细胞（B）总AKT蛋白表达的影响\
1：空白对照组；2：雷帕霉素组；3：17-AAG组；4：两药联用组](cjh-36-09-780-g003){#figure3}

###### 雷帕霉素与17-AAG联合处理48 h对KM3和U266细胞总AKT蛋白表达的影响（*x*±*s*）

  组别               KM3细胞              U266细胞
  ------------ -------------------- --------------------
  空白对照组     0.519 5±0.005 0      0.521 5±0.000 5
  雷帕霉素组    0.261 2±0.001 3^a^   0.411 6±0.002 0^a^
  17-AAG组      0.163 8±0.001 8^a^   0.324 0±0.001 6^a^
  两药联用组    0.066 4±0.001 9^a^   0.123 5±0.001 4^a^

注：雷帕霉素浓度为20 nmol/L; 17-AAG浓度为600 nmol/L；与空白对照组比较，^a^*P*\<0.01；每组实验设3个复孔，实验重复3次

讨论 {#s3}
====

众所周知，在血液系统肿瘤中常常伴有异常激活的AKT信号，这使得肿瘤细胞对临床治疗中常用的化学治疗产生耐受。AKT作为MM细胞增殖的中间介质，通过多个信号途径发挥功能。Huston等[@b7]发现下调AKT蛋白表达可抑制血管生成和破骨细胞形成，减少MM细胞迁移和附着力，从而对MM细胞发挥细胞毒性作用。

mTORC2由六个组件构成，包括mTOR、Rictor、mLST8/GβL、DEPTOR、PROTOR/PRR5和mSIN1[@b8]。其作为一种蛋白激酶，mTORC2的功能可使AKT和SGK1分别在ser473位点及ser422位点发生磷酸化，从而全面激活蛋白激酶和SGK1激酶活性。mTORC2的装配和成熟依赖于Tel2和TTI[@b9]--[@b10]，而Tel2和HSP90介导TORCS与PIKKs的组装。Tel2介导的组件装配是否调节mTORC2信号通路仍有待进一步研究证实。

我们的研究结果显示，随着干预时间的延长，雷帕霉素对mTORC2特异性蛋白p-AKT（thr450）、p-AKT（ser473）以及mTORC1特异性蛋白p-S6（S235/236）表达的抑制作用逐渐增强，明显下降均出现在作用48 h时，考虑mTORC2信号被抑制的同时，mTORC1信号也同时被抑制或是提前被抑制，推断p-S6K1可能通过mTORC1反馈控制mTORC2的活性。雷帕霉素及其相关类似物不能完全抑制mTORC1，也不能直接抑制mTORC2，mTORC1和mTORC2在多种生命活动中的相互联系，mTORC1和mTORC2之间可能存在一个动态平衡，推测共同抑制mTORC1和mTORC2的活性可能对MM细胞效果更佳[@b11]--[@b12]。

mTORC2可直接通过磷酸化来调节细胞增殖信号，表明mTORC2可能只是使AKT的疏水结构域（HM）的磷酸化发生基础活化，而其他相关的AGC激酶可能在这些底物的磷酸化过程中给予补偿[@b8]。mTORC2不仅可通过生长因子途径磷酸化AKT HM端ser473，也可通过非生长因子依赖途径磷酸化AKT的转角结构域（TM）端thr450。有研究者发现抑制AKT的HM端磷酸化不能完全抑制AKT信号通路[@b13]--[@b14]。TM端的thr 450磷酸化常常在翻译形成新的AKT过程中发生，缺乏TM端的thr450的磷酸化将直接影响新生AKT翻译后的泛素化，而HSP90可以使大部分缺乏TM端的p-AKT（thr450）结构保持稳定，故在mTORC2遭受破坏的细胞中总AKT水平只有轻微衰减[@b14]--[@b15]。另外，mTORC2与PKC的成熟和稳定相关，特别是cPKC和NPKC亚型，其TM及HM端的磷酸化也需要mTORC2的介导，在缺乏mTORC2时cPKC的表达水平会显著的降低[@b16]--[@b17]。cPKC的成熟与稳定取决于HM端的磷酸化及与HSP90的交互作用[@b18]。在mTORC2遭受破坏的细胞中，抑制HSP90活性可能会进一步削弱cPKC水平。由此可说明mTORC2信号通路及分子伴侣途径在促进激酶成熟和稳定中的重要性。

在本研究中我们发现mTOR抑制剂雷帕霉素抑制mTORC2对AKT的HM端ser473位点以及TM端thr450的磷酸化，且HSP90抑制剂17-AAG抑制HSP的活性，使翻译后的AKT无法正确折叠，继而通过泛素化途径被降解，从而增强抗肿瘤效应。我们的结果显示雷帕霉素和17-AAG均使MM细胞周期阻滞在G~1~期，对PI3K/mTOR信号通路均有影响，对MM细胞均有单药效应，且两药联用效果更为明显。雷帕霉素和17-AAG两药联用可能为MM的临床治疗提供一个新的思路。

MM因各种内源性和获得性的抗药性，目前仍不可治愈的。骨髓微环境通过不同机制诱导MM细胞增殖、生存和药物耐受，纤连蛋白-细胞黏附介导MM细胞产生耐药性[@b19]。细胞因子（IL-6，IGF-1和VEGF）在骨髓中诱导PI3K/AKT/mTOR和JAK-STAT3信号传导发生级联，多个信号传导通路和蛋白质影响MM的发病机制[@b20]，其中包括Wnt、PDCD5、Notch、胰岛素样生长因子、多效生长因子、RAS/RAF/MAPK、IKK/NF-κB信号通路、Toll样受体信号和VEGF信号通路、涉及脂质筏的胆固醇敏感信号通路等，mTORC2信号通路可通过骨髓微环境、自噬、内源性抑制和信号通路的多向性及反馈性等多个方面影响MM细胞的凋亡。我们的研究结果表明mTORC2信号通路和分子伴侣途径的激活与MM的发展密切相关，且其对MM的骨髓微环境有调节作用，其具体机制有待进一步研究。
